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1. 	 MANUAL DE PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS PARA 
EL ANALISIS DE MUESTRAS DE ALiMENTOS 
1.1 Precauciones Generales 
Usar blusa de laboratorio limpia y cambiar diariamente. 
Esterilizar la bata de laboratorio cuando se derrame cualquier material 
infectado. 
No comer ni fumar ni beber en el laboratorio para evitar infecciones a las 
personas que alii laboran y contaminaci6n de los materiales . 
Evitar que cualquier implemento contaminado toque su cara 0 su boca, hacerlo 
solamente con objetos esteriles. 
Notificar al instructor de inmediato, si por cualquier circunstancia ingiere 
material infectado 0 se corta . 
Marcar cuidadosamente todos los cultivos y preparaciones de modo que 
pueda hacer un adecuado seguimiento del trabajo. 
Evitar moverse de una parte a otra cuando tenga el asa microbiol6gica 
cargada con material procedente de cultivos, con el fin de no crear aerosoles. 
Trabajar unicamente en el sitio asignado. 
Evitar sacar un cultivo de su sitio de trabajo . 
Notificar ai. instructor y anunciar a los demas companeros, cuando se derrame 
un recipiente con material infectado. 
• Cubrir con 	un desinfectante los objetos que han tenido contacto con algun 
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material contaminado, dejandolo actuar un tiempo prudencial. 
Lavarse las manos cuidadosamente antes de dejar ellaboratorio. 
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2. CUIDADOS DEL LABORATORIO 
Trabajar en la camara de flujo laminar, previamente esterilizada con luz 

ultravioleta durante 20 minutos, favoreciendo un ambiente de esterilidad. 

Descartar el material contaminado que ya no se necesita en los recipientes 

destinados para ello. 

Depositar en las canecas de la basura los papeles y algodones. 

Flamear el asa bacteriologica, antes de guardarla. 

Tapar el mechero. 

Colocar los colorantes en el puesto. 

• Limpiar el area de trabajo . 
10 
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3. GUiA PARA EL MANEJO DE EQUIPOS 
3.1 Incubadoras 
Deben estar a temperatura constante aunque se permite una variacion de 0.5 DC. 
• 	 Mover un boton pequeno ubicado a mana derecha hasta · que Ilegue a la 
temperatura deseada. 
• 	 Esperar que se calibre. 
• 	 Bajar el boton a la temperatura actual. 
• 	 Poner un termometro de mercurio en un recipiente con agua destilada dentro 
de la incubadara con el fin de confrontar la temperatura real 
• 	 Cerrar la puerta de la incubadora con un golpe seco 
• 	 Evitar mantener abierta la puerta de la incubadora par mucho tiempo porque se 
descalibra fadlmente. Estos aparatos son muy sensibles a los cambios de 
temperatura . 
• 	 Evitar estar abriendo y cerrando la puerta de la incubadora varias veces. 
• 	 Llevar a la incubadara de una vez todo el material con que se trabaja. 
• 	 Hacer control de esterilidad cada 15 dfas. 
• 	 Medir la temperatura con un termometro de mercurio 2 veces al dra, a una hora 
determinada en la manana y en la tarde. 
11 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
SEDE MEDELLiN 
AREA 
Laboratorio Microbiologia 
CODIGO 
LMOI 
TITULO 
Manual de Procedimientos 
Microbiologicos para el Amilisis 
de MuestTas de Alimentos . 
VERSION 
04-12-2000 
RESPONSABLES 
Olga Ines Montoya C. 
Blanca Luz Pineda G . 
PAGINA 
12 de 136 
3.2 Balanza 
Se utiliza para pesar el material requerido en la elaboraci6n de medios de cultivo 
como de reactivos 
• 	 Evitar al pesar no sobrepasar ellimite superior en gramos que tiene la balanza . 
• 	 Pesar cantidades pequenas en una balanza analitica. 
• 	 Utilizar un recipiente de plastico 0 papel de aluminio para pesar, no pesar 
directamente sobre el plato de la balanza. 
• 	 Limpiar la balanza cuando termine de pesar. 
• 	 Tarar la balanza 
3.3 Contador de Colonias 
Se utiliza para contar las colonias presentes en una caja de petri con media de 
cultivo . 
• 	 Este equipo consta de una base, fuente de iluminaci6n y una lupa . 
• 	 Colocar las cajas de petri sobre la base. 
• 	 Prender con un bot6n situado en la parte superior del contador. 
• 	 Contar can la lupa las colonias presentes en la caja de petri. 
• 	 La lupa aumenta el tamano de las colonias aproximadamente 1.5 veces, el 
tamano real . 
12 
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3.4 Bano Maria 
Este aparato tiene varios usos, ya sea como incubadora para el crecimiento de 
algunos germenes como ejemplo se tiene la E. coli, 0 para mantener los medios 
de cultivo solido en forma fundida antes de verter a las cajas de petri. 
• 	 Adicionar al banG de marla agua destilada hasta un nivel adecuado de manera 
que cubra las muestras 0 los frascos con los medios . 
• 	 Mantener la temperatura controlada con un termometro de mercurio. 
• 	 Taparel banG de Maria. 
• 	 Cambiar el agua cada 8 dfas para evitar presencia de hongos. 
3.5 Autoclave 
En este aparato se esteriliza tanto material sucio como material limpio, el cual 
estan constituidos por medios de cultivo, pipetas, cajas de petri y todo aquel 
material que se pueda esterilizar en la autoclave. 
La esterilizacion, es un proceso termico que elimina completamente todos los 
microorganismos presentes en el material a procesar, mediante calor humedo 0 
seco. La autoclave realiza este proceso por medio de calor humedo bajo las 
condiciones de 121°C, 15 libras de presion por 15 minutos para el materiallimpio, . 
o durante 30 minutos cuando el material esta contaminado y mientras mas 
contaminado mas tiempo de exposicion. 
13 
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En un Laboratorio de Microbiologia la esterilizaci6n es un proceso necesario para 
poder realizar los diferentes ensayos bacteriol6gicos, identificaci6n de especies de 
organismos y asegurar que no se contamine la muestra sometida a analisis. 
En el Laboratorio de Microbiologia existen dos autoclaves con el fin de separar el 
materiallimpio del material a desechar. 
MANEJO: 
• 	 Introducir el material a esterilizar. 
• 	 Cerrar bien la tapa del autoclave para evitar que se salga el vapor. 
• 	 Prender con el bot6n negro grande ubicado a la derecha . 
• 	 Esperar a que el man6metro suba a 80 . 
• 	 Abrir la liave roja ubicada en la parte posterior al lade derecho, que permanece 
cerrada, se abre con el fin de que entre el agua . 
• 	 Esperar a que el man6metro suba a 15 Lb . de presi6n . 
• 	 Poner un reloj a 15 minutos para esterilizar material limpio y/o 20 a 30 minutos 
para material sucio. 
• 	 Apagar el autoclave. 
• 	 Esperar a que el man6metro baje hasta cero 
• 	 Abrir la puerta. 
• 	 Sacar el material limpio 0 sucio. Si es material limpio envuelto en papel kraft, 
se debe. 
14 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
SEOE MEOELLiN 
AREA 
Laboratorio Microbiologia 
CODIGO 
LMOI 
TITULO 
Manual de Procedimientos 
Microbiologicos para el Analisis 
de Muestras de Alimentos. 
VERSION 
04-12-2000 
RESPONSABLES 
Olga Ines Montoya C. 
Blanca Luz Pineda G . 
PAGINA 
15 de 136 
• 	 Meter en una estufa, a 250°C durante 15 minutos, todo aquel material limpio 
como cajas de petri y pipetas, con el fin de secar el papel que sale mojado de 
la autoclave, evitando una recontaminaci6n. 
• 	 Procesar el material destinado al anal isis microbiol6gico. 
• 	 Pasar el material sucio al proceso de lavado. 
3.6 Destilador 
Se usa para destilar el agua con que se van a elaborar los medios de cultivo . Es 
un proceso terrnico cuya finalidad es destruir los microorganismos presentes en el 
agua. 
EI aparato presenta tres tipos de mangueras: una manguera conectada a la Ilave 
del grifo para la entrada del agua, otra por donde sale el agua del destilador a un 
desague y la tercera sale el agua ya destilada a un botell6n limpio y desinfectado. 
15 
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4. LAVADO DEL MATERIAL Y EQUIPOS 
EI procedimiento de este proceso depende del material que se va a lavar, como 
vidrieria , pisos, destilador, autoclave, banG de maria, paredes entre otros. Cada 
uno se hace diferente pero teniendo en cuenta las etapas de limpieza, adici6n del 
detergente, enjuague y desinfecci6n. 
Antes de referirnos al procedimiento en si, se va a definir algunos conceptos para 
que se entienda mejor este proceso. 
4.1 Limpieza 
Proceso par el cual la suciedad adherida a una superficie se separa de esta y se 
solubiliza en el agua que contiene el detergente. 
Detergente: sustancia que facilita la separaci6n de materias extranas presentes 
en las superficies, se encuentra en el mercado en dos presentaciones liquida y 
granular. La presentaci6n liquid a es la mas utilizada por la facilidad de disolverse 
en agua 
Desinfectante: agente quimico que destruye los microorganismos, solo se aplica 
a objetos inanimados. 
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Procedimiento: se describira el proceso de cada uno de los aparatos e 
implementos existentes en el laboratorio. 
Autoclave: a este equipo se Ie realiza la etapa de lavado,. La parte de adentro 
se limpia con un desinfectante, que en nuestro caso es yodo a una concentraci6n 
de 500ppm. Solo cada semana. La parte de afuera se lim pia con agua y jab6n. 
Destilador: a este equipo hay que desarmarlo para poder hacerle una buena 
limpieza, este proceso debe hacerse cada tres meses . 
• 	 Desarmar todas las piezas 
• 	 Depositar cada una de elias en una balde que contiene una soluci6n de agua 
jabonosa a base de Extran 
• 	 Lavar cada una de elias con agua de canilla 
• 	 Quitar el exceso de Extran con agua destilada. 
• 	 Adicionar acido clorhidrico en la parte del serpentin, con el fin de desprender 
los mohos e iones que se acumulan en esa parte. 
• 	 Esperar a que se seque. 
• 	 Armar el equipo. 
La limpieza de las areas del laboratorio como pisos, vidrio y paredes se deben 
lavar con detergente cada tres meses. EI piso no se debe barrer sino trapear con 
17 
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
SEDE MEDELLIN 
una escoba de haraganes para evitar formaci6n de aerosoles que puedan 
recontaminar el material esteril. 
Vidrieria: 
• 	 Descartar en una bolsa plastica el contenido de las cajas de petri y los tubos 
sucios previamente esterilizados. 
• 	 Depositar el material de vidrio en una ponchera de plastico con agua 
• 	 Remojar el material con Extran, desinfectante de tipo alcalino al 0.1 % vlv. 
• 	 Dejar actuar durante 24 horas. 
• 	 Estregar con un material esponjoso las cajas de petri para terminar de sacar 
los residuos . 
• 	 Lavar los tubos tapa rosca con un escobill6n. 
• 	 Limpiar las pipetas sucias que contengan residuos de agar u otro material con 
un alambre y algod6n en la punta, con el fin de no romperla ni causarle ningun 
dano. 
• 	 Enjuagar bien con agua de la canilla para quitar el detergente. 
• 	 Enjuagar bien can agua destilada varias veces. 
• 	 Poner en el escurridor hasta que se seque el material. 
• 	 Proceder a colocar todo el material en la estufa a 150°C durante 10 minutos, 
para terminar de secar. 
18 
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4.2 Empacado 
EI material de vidrio se empaca con un papel especial lIamado Kraft, el cual 
presenta un tamano de poro que no permite la entrada de los microorganismos y 
no se destruye a altas temperaturas. Se recomienda empacar el material para 
evitar recontaminaci6n despues del proceso de esterilizaci6n. 
Procedimiento 
Cajas de petri. 
• 	 Cortar el papel Kraft con un tamano adecuado, donde se acomode un numero 
determinado de cajas entre cuatro a cinco. 
• 	 Tomar el numero de las cajas de petri. 
• 	 Envolver en el papel las cajas de tal manera que no quede al descubierto 
ninguna parte de las cajas . 
• 	 Sellar con cinta Sterik6n. 
• 	 Esterilizar en autoclave a 121 °C/15 libras/15 minutos 
Pipetas: 
• 	 Cortar el papel Kraft en tiras de un tamano proporcional a tres dedos de ancho 
y 20 cm de largo 
• 	 Poner algod6n con una aguja en el orificio que esta en la parte superior de la 
pipeta. 
• 	 Quemar el exceso de algod6n con la llama. 
19 
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• 	 Empacar cada pipeta en forma enrollada con papel Kraft. 
• 	 Escribir con marcador, en el papel Kraft el volumen a que corresponde la 
pipeta envuelta. 
• 	 Poner un pedazo de cinta Sterik6n 
• 	 Esterilizar en autoclave a 121 °C/15 Iibras/15 minutos 
20 

AREA CODIGO 
Laboratorio Microbiologia LMOI 
TITULO VERSION . 
Manual de Procedimientos 04-12-2000 
Microbiologicos para el Analisis 
de Muestras de Alimentos. 
RESPONSABLES PAGINAUNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
Olga Ines Montoya C. 21del36SEDE MEDELLiN 
Blanca Luz Pineda G. 
5. 	 CONTROL DE ESTERILIDAD A LOS EQUIPOS Y MATERIALES 
Se realiza con el fin de determinar la calidad microbiol6gica de cada uno de los 
aparatos y materiales con que se labora en el labaratario. Para dar una 
confiabilidad del 100% a las muestras analizadas . Asegurando que no haya ni 
contaminaci6n ni recontaminaci6n par la manipulaci6n del personal dellaboratorio. 
EI 	control se realiza a los siguientes equipos: 
• 	 Autoclave 
• 	 Incubadora 
• 	 Neveras 
• 	 Cajas de petri 
• 	 Pipetas 
• 	 Medios de cultivo 
• 	 Area de esterilidad. (Sitio donde se procesan las muestras) . 
• 	 Mesones en general, especialmente donde se preparan el material para utilizar 
en el laboratario. 
• 	 Area de lavado . 
• 	 AI agua destilada. 
Las pruebas microbiol6gicas de esterilidad que se realizan son : recuento de 
mesofilos y Mohos - Levaduras (Reinhard 1999, Hayes 1993). 
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Procedimiento 
Autoclave, Incubadoras, neveras y area de siembra 
• 	 Tomar cajas de petri con 15 a 20 mL de Agar Nutritivo 0 agar cuenta germenes 
para detectar presencia de mesofilos y otras con Agar Sabouraud medio 
selectivo para mohos y levaduras 
• 	 Rotular las cajas de petri con el sitio , equipo 0 area , fecha y el tipo de agar a 
uti lizar 
• 	 Abrir las cajas de petri entre 15 a 20 minutos, en cada uno de los equipos, 
sitios 0 areas. 
• 	 Cerrar las cajas de petri. 
• 	 Incubar las cajas de petri con Agar Nutritivo 0 Cuenta Germenes con la 
muestra para recuento de mesofilos, a 35 °C par 24 a 48horas 
• 	 Incubar las cajas de petri con agar Sabouraud con la muestra para recuento de 
mohos y levaduras, a temperatura ambiente durante 5 dias. 
Para el procedimiento y la interpretacion de resultados ver la paginas 31 -34. 
Nota: el control a la autoclave tambien se puede real izar par metodos biologicos, 
utilizando las ampollas de esporas del Bacillus stearothermophilus, que presentan 
un color violeta (Sterikon) bioindicador que contiene: caldo nutritivo, azucar, un 
indicador de pH y esporas del germen apatogeno Bacillus stearothermophilus 
como arganismo de ensayo . Se introduce junto con la carga del autoclave y 
22 
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despues de la esterilizacion se comprueba la capacidad de germinacion de las 
esporas. 
Interpretacion: en caso de que la esterilizacion haya sido suficiente, las esporas 
habran sido aniquiladas. EI contenido del Sterikon bioindicador permanecera 
violeta y transparente . 
Si la esterilizacion fue insuficiente, sobreviven las esporas, que germinan durante 
la incubacion subsiguiente a la esterilizacion (de 24 a 48 horas a 60°C mas 0 
men os 2°C. EI contenido de las ampollas de Sterikon bioindicador muestra 
entonces, por regia general, ya al cabo de algunas horas un viraje a amarillo, 
debido a la produccion de acido, as! como turbidez, como consecuencia del 
crecimiento de los germenes contenidos. En caso de dano parcial de las esporas, 
la reaccion puede retrasarse. 
Pipetas 
Cuando estas salen del autoclave, se debe observar si la cinta de Sterikon 
presenta unas rayas negras con espacios en blancos. Esto indica que hubo una 
buena esterilizada. 
Medios de cultivo solidos, semisolidos y \iquidos 
Cuando los frascos con los medios de cultivo solido salen de la autoclave, se 
dejan reposar a temperatura ambiente y esperar a que Ileguen a una temperatura 
23 
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de 45 °e. Verter el medio de cultivo en las cajas de petri, sin inocular ningun tipo 

de muestra, con el fin de comprobar el proceso de esterilizacion . Incubar a 35°e 

durante 24 horas. 

No debe presentarse ningun tipo de colonia en la superficie del medio de cultivo, 

porque la ausencia de crecimiento indica una buena esterilizacion y manipulacion 

del medio de cultivo desde el punto de vista microbiologico. 

Nota: EI control microbiologico a los medios de cultivo, se debe realizar cada vez 

que se preparan, diferente a los equipos que se debe realizar cada 15 dias. 

Superficies (meson donde se procesan las muestras) 

EI control microbiologico en este tipo de area se puede realizar par dos metodos 

como es el de la gasa 0 escobillon. Se describira brevemente cada uno. 

Procedimiento 

Gasa 0 esponja 

• 	 Tomar un frasco tapa rosca que contenga 30 mL de BHI 
• 	 Introducir un pedazo de gasa. 
• 	 Tomar un erlenmeyer con 70 mL del medio de cultivo BHI 
• 	 Esterilizar los dos medios de cultivo. A 121°e, 15 libras de presion por 15 
minutos. 
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• 	 Sacar con pinza esterilla gasa del frasco tapa rasca. 
• 	 Delimitar el area de interes, utilizando un molde en forma de cuadra de 10 por 
10 centimetra . 
• 	 Muestrear la superficie delimitada, haciendo enfasis en las hendiduras, si es 
que estan presente. 
• 	 Fratar la gasa por toda el area. 
• 	 Intraducir la gasa nuevamente en el frasco tapa rasca. 
• 	 Adicionar los 70 mL del medio de cultivo BHI. 
• 	 Incubar a 35°C durante 24 horas. 
• 	 Pipetear 1 mL 
• 	 Transferir a tubos con 10 mL de Caldo Brilla fluoracult. 
Incubar a 35°C durante 24 horas. • 
Observar en el tubo con Brilla la presencia de gas y turbidez, 10 que indica que • 
hay Coliformes Totales . 
• 	 Observar praduccion de fluorescencia con la lampara de Luz Ultravioleta a los 
tubos positivos. 
• 	 Adicionar reactivo de Kovac's a los tubos con fluorescencia, para confirmar 
presencia de E. coli 
• 	 Observar un anillo rajo en al superficie del medio de cultivo, esto indica que 
hay E. coli. 
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Escobill6n . 
• 	 Seleccionar un area de 100 cm 2 . 
• 	 Esparcir el escobil16n humedecido con BHI por el area seleccionada. 
• 	 Frotar con el escobil16n la superficie en sentido horizontal y luego en sentido 
perpendicula r. 
• 	 Introducir el escobill6n a un tubo con 10 mL de Caldo Nutritivo, 
• 	 Mezclar. 
• 	 Incubar a 35°C durante 24 horas 
• 	 Realizar mesofilos, coliformes totales y E. coli. 
2
• 	 Dar los resultados por 100 cm 
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6. 	 PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS PARA EL ANALISIS 
DE ALiMENTOS 
Un buen analisis microbiol6gico de alimentos , requiere de los siguientes pasos : 
• Procedimiento Tecnico 
• Procedimiento Analftico . 
• Lectura y Calculo de Resultados. 
• Valores normales segun las l\Jormas de ICOI\JTEC. 
6.1 PROCEDIMIENTO TECNICO 
Se bas a en una serie de pasos relacionados con el manejo de la muestra que 
involucra la toma, transporte, conservaci6n , preparaci6n, manipulaci6n de la 
misma. 
Transporte y Conservaci6n de la Muestra: 
• Transportar las muestras allaboratorio en nevera de icopor. 
• Procesar inmediatamente, en 	caso contrario almacenar en nevera 
• Refrigerar a 4°C. 
• Realizar el analisis antes de las 18 horas de haberse recolectado la muestra. 
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Preparacion de la Muestra 
Para un buen analisis microbiologico es necesario que las muestras a procesar 
cumplan con unos requisitos de temperatura, presion osmotica, concentracion de 
sal entre otros, as!: 
• 	 Las muestras a analizar deben tener una temperatura ideal, as!, en el caso que 
se encuentren congeladas, se deben descongelar a temperatura ambiente 
hasta que queden completamente descongelada. Si se encuentran calientes, 
se deja en reposo a temperatura ambiente hasta que lIeguen a la temperatura 
del medio ambiente. 
• 	 Los productos que presentan alta presion osmotica, requieren de un diluyente 
especial para evitar choques osmoticos, as!, los alimentos ricos en sacarosa se 
diluyen en agua con 30% p/v de glucosa, aquellos que son ricos en sal 0 que 
estan en salmuera, el diluyente a utilizar es agua peptonada al 5% p/v. 
• 	 Oespues de homogeneizada la muestra, se debe medir el pH, el cual debe 
estar en un rango de 7.0 -7.1. Si esta par debajo de estos valores, es necesario 
subirlo con unas goticas de NaOH 0.1 N; en caso que este par encima, se 
utiliza HCL 0.1 N. 
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Precaucion en la Manipulacion de las Muestras 
• 	 Preparar los medios de cultivo dependiendo del tipo de analisis microbiol6gico 
a realizarle a la muestra . 
• 	 Hacer control de esterilidad al agua de diluci6n ya los medios de cultivo. 
• 	 Ajustar pH al medio de cultivo a utilizar, ya sea con una soluci6n de NaOH 0 
HCL 0.1 N, de tal manera que se obtenga despues de la esterilizaci6n el pH 
final deseado. 
• 	 Rotular cada una de las muestras con el nombre, la diluci6n respectiva y la 
fecha en que se procesa . 
• 	 Manipular las muestras 10 mas cerca al mechero, f1ameando la boca de los 
frascos y tubos. 
• 	 Utilizar diferentes pipetas esteriles para el metodo de las diluciones, con el fin 
de que no se de errores en las diluciones. 
• 	 Evitar la exposici6n de las pipetas al mechero, para que no se vayan a 
Oesbordar 0 quebrar. 
• 	 Utilizar los medios de cultivo fundidos a las temperaturas de 47 a 48°C, en los 
metodos de siembra en profundidad, porque si se adiciona a temperaturas 
superiores, pueden injuriarse 0 destruirse los germenes. 0 si la temperatura 
esta por debajo de la ideal, el medio de cultivo se solidifica facilmente antes de 
ser servido, interfiriendo con los resultados y la observaci6n de las colonias. 
• 	 No transcurrir mas de 10 minutos, entre la preparaci6n de las diluciones, la 
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inoculaci6n de la muestra y el vertido del medio de cultivo en las cajas de petri, 
con el fin de evitar falsos resultados. 
6.2 PROCEDIMIENTO ANALITICO 
Consta de las diferentes tecnicas utilizadas para la elaboraci6n de los analisis 
microbiol6gicos de alimentos, como son las diluciones, siembra en profundidad y 
vertimiento en placa, siembra en superficie, Numero Mas Probable (NMP). 
Diluciones 
Las diluciones se realizan en aquellas muestras que estan muy contaminadas, 
para facilitar en las cajas de petri, el conteo de las colonias entre 30 a 300 
Unidades Formadoras de Colonia par mililitro 0 gramos (UFC/mL 0 g). Se parte 
de una diluci6n 10-1 la cual se prepara pesando 10 gr. de la muestra y 
mezclandola en un frasco tapa rosca esteril con 90 mL de agua peptona al 0.1 % 
p/v. 
Equipo y materiales 
• Stomacher 
• Balanza analltica 
• Cuchillo, pinzas, tijeras, otros. Previamente esterilizado . 
• Mechero, cajas de petri, bolsas de plastico 
• Recipientes de vidrio debidamente esterilizados 
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• 	 Pipetas bacteriol6gicas de 1, 5 Y 10 mL 
• 	 Tubos de ensayo esteriles 
• 	 Frascos tapa rosca con 90 ml y tubos tapa roscas esteriles con 9 mL de 
peptona universal 0.1 % p/v . 
Procedimiento 
Pesar 10 gramos de la muestra, si esta en estado s61ido y/o tomar 10 mL con 
pipeta graduada, si esta liquida . 
Adicionar a un frasco con 90 mL de Peptona Universal 0.1 % p/v. quedando 
una diluci6n 1: 1O( 10-1) 
Pasar esta diluci6n a una bolsa plastica esteril 
Mezclar en Stomacher durante 60 segundos 
Tomar 1 mL de esta diluci6n . 
Pasar a un tubo que contiene 9 mL de Peptona Universal 0.1 % p/v . Ouedando 
una diluci6n de 1:100(10-2) 
Tomar 1 ml de la diluci6n 10-2. 
Pasar a un tubo que contenga 9 mL de Peptona Universal 0.1 % p/v. 
Ouedando una diluci6n 1:1000(10-3) 
Nota: el rango de diluciones preparadas e inoculadas de las muestras, pueden 
modificarse de acuerdo al tipo de muestra a analizar. Si la muestra esta muy 
contaminada, se debe realizar otras diluciones, hasta una diluci6n en donde el ojo 
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humano sea capaz de contar entre 30 a 300 UFC/mL. 
Las muestras ya diluidas se pueden procesar por tres metodos de siembra: en 
profundidad 0 vertimiento en placa, en superficie, 0 por los Tubos Multiples de 
Fermentaci6n (NMP). 
Siembra en Profundidad 0 Vertimiento en Placa. 
Esta tecnica se utiliza para aislar microorganismos procedentes de una muestra 
determinada. EI aislamiento se puede hacer directamente de la muestra 0 par 
medio de las diluciones, en el caso que esta este muy contaminada. Se adiciona la 
muestra dentro de una caja de petri vacia y despues se vierte el medio de cultivo 
fundido a una temperatura de 450C. AI final se debe mezclar cuidadosamente 
la caja de petri, con el fin de homogeneizar la muestra. 
Procedimiento 
• 	 Preparar las muestras y las diluciones. 
• 	 Transferir alicuotas de 1 mL de cada una de las diluciones en cajas de petri 
esteriles, previamente marcadas. Hacerlo por duplicado 
• 	 Verter en las cajas de petri de 15 a 20 mL del medio de cultivo a utilizar, 
temperado a 47oC. 
• 	 Hacer rotaci6n a las cajas de petri en movimientos de arriba hacia abajo. 
Repetir por cinco veces. 
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• 	 Hacer girar las cajas de petri, en sentido contrario de las agujas del reloj . 
• 	 Mover las cajas de petri en forma de cruz. 
• 	 Agregar el medio de cultivo fundido a una caja de petri esteril sin inocular. 
Marcar como control (prueba de esterilidad) . 
• 	 Reposar las cajas de petri sobre la mesa del laboratorio hasta que solidifique. 
• 	 Invertir las cajas de petri . 
• 	 Incubar a 35°C durante 24 a 48 horas. 
Siembra en superficie. 

Esta tecnica difiere de la anterior, en que la muestra vertida directamente 0 diluida, 

se adiciona sobre la superficie del medio de cultivo y se esparce con una espatula 

de Diglaski, 0 con la punta de la pipeta con que se verti6 la muestra . 

Procedimiento 
• 	 Obtener las muestras y las diluciones de los homogeneizados. 
• 	 Pipetear 0,1 mL de cada una de las diluciones sobre la superficie del medio de 
cultivo en las cajas de petri. Hacerlo por duplicado. 
• 	 Extender el inoculo sobre toda la superficie del medio de cultivo con la espatula 
de Diglaski, hasta que quede seco. 
• 	 Invertir e incubar las cajas de petri a 35°C durante 48 horas. 
• 	 Seleccionar las cajas de petri que presente entre 30 a 300 UFC/mL. 
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Numero Mas Probable (NMP) 
Es un metodo estadfstico basado en probabilidades. Se ha demostrado que este 
metodo puede proporcionar datos algo mayores que el numero real de 
microorganismos en la muestra . EI valor de esta discordancia disminuye a medida 
que aumenta el numero de tubos de cada diluci6n. EI valor numerico esta 
determinado por aquellas diluciones que presentan tubos positivos y negativos en 
proporciones equilibradas. 
Procedimiento 
Obtener las muestras de las diluciones 10.1,10.2 10 -3 
• 	 Pipetear 1 mL de cada una de las diluciones. 
• 	 Inocular en tubos con Caldo fermentativo, utilizando 3 tubos con 10 mL del 
medio de cultivo por diluci6n 
• 	 Incubar los tubos a 35 °C durante 24 a 48 horas 
• 	 Observar en los tubos producci6n de gas. 
• 	 Confirmar los tubos que muestran producci6n de gas, sembrando por estrfa 
una asada en la superficie de una caja de petri que contenga un medio de 
cultivo selectivo y/o diferencial para el microorganismo de estudio. 
• 	 Incubar las cajas de petri a 35°C durante 24 horas. 
• 	 Hacer lectura de las colonias tfpicas del microorganismo de estudio . 
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Existe una serie de anal isis microbiologicos de rutina que se Ie debe a hacer a un 
alimento, los cuales son exigidos por el Ministerio de Salud como por la Seccional 
de Salud. 
• 	 Recuento de microorganismos mesofilos 
• 	 Recuento de Coliformes Totales y E. coli 
• 	 Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva 
• 	 Determinacion de Salmonella sp. 
• 	 Recuento de Esporas Sulfito reductoras 
• 	 Recuento de mohos y levaduras 
• 	 Determinacion de Listeria monocytogenes. 
Recuento de Microorganismos Mesofilos 
Los mesofilos son considerados como indicadores de contaminacion de los 
alimentos, en cualquier etapa del proceso y tambien para calcular la vida util de 
este. En este analisis se involucra los microorganismos aerobios y facultativos que 
crecen a una temperatura entre 20 y 45°C. 
Equipo y materiales 
• Todo 	10 necesario para la preparacion, homogeneizacion de la muestra de 
alimento. 
• 	 Incubadora a 35° C. 
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• Cajas de petri de vidrio esteriles 
• Pipetas bacteriol6gicas esteriles de 1 y 10 mL 
• Bano Maria a 45 - 50°C 
• Agar para recuento en placa (Agar Plate Count) fundido y temperado a 4rC 
• Cuenta colonias. 
Procedimiento 
hacer la serie de diluciones de la muestra homogene·izada 
Transferir alicuotas de 1 mL de cada una de las diluciones en cajas de petri 
esteriles, previamente marcadas. Par duplicado 
Proceder a realizar el metodo de siembra en profundidad . 
Utilizar el medio de cultivo Agar Plate Count. 
Incubar a 35°C durante 24 a 48 haras 
Agregar a una caja esteril mas 0 men os 15 mL del medio y del diluyente sin 
inocular, marcar como control(prueba de esterilidad). 
6.3 Lectura y Resultados 
6.3.1 Mes6filos 
Como las muestras se trabajan por duplicado, seleccionar las dos cajas que 
corresponden a la misma diluci6n, que contengan un numero de colonias entre 30 
a 300 colonias. Contar las colonias presentes en las dos cajas de petri . Hallar un 
promedio aritmetico. EI resultado, se multiplica por el factor de diluci6n. 
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Si las cajas de dos diluciones consecutivas presentan recuentos menores de 30 y 

mayores de 300 colonias, contar las cuatro cajas. Calcular el recuento para cada 

una de las diluciones y sacar un promedio entre las dos. 

Asi : 

En la diluci6n 10 -1 se contaron 330 colonias en una caja, y en la otra caja 350 

colonias: 

330+350= 680 xl 0 =3400 UFC/mL 

2 

En la diluci6n 10-2 una caja tenia 26 colonias y la otra tenia 28 colonias 
26 + 28 xl 00 = 540~ =2700 

2 2 

d· 3400 + 2700 3050Prome 10 .. = 
2 
Mes6filos = 3050 UFC/gr 0 mL de acuerdo a la muestra. 
Cuando en las cajas correspondientes a la diluci6n de mayor concentraci6n, no se 
observan colonias, se informa el recuento de cada una de las cajas con las 
diluciones y se reporta la media aritmetica de los dos valores obtenidos, a menos 
que el recuento mayor contenga dos veces al menor, en este caso se reporta el 
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